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Penelitian ini merupakan penelitian eksplorasi untuk mengkarakterisasi sekuen gen COI. 
Karakterisasi gen COI meliputi isolasi DNA menggunakan metode CTAB (Cetyl Trimetyl 
Ammonium Bromide), amplifikasi gen COI dengan teknik PCR (Polymerase Chain Reaction) 
dan squencing untuk analisis susunan basa nitrogen pada gen COI. Analisis data molekuler 
menggunakan software BioEdit dan MEGA Version 5.0. Hasil penelitian menunjukkan 
segmen gen COI Plusia chalcites  yang teramplifikasi berukuran 710 pb, dan terkarakterisasi 
sepanjang 657pb. Dari segmen tersebut terdapat 503/657 nukleotida yang bersifat 
conserved (kekal), 154/657 nukleotida yang bersifat variabel (bervariasi), 124/657 nukleotida 
parsimoni informative dan 30/657 nukleotida singleton. Komposisi basa nitrogen sekuen gen 
COI Plusia chalcites yaitu Timin (T) 39,0%, Cytosin (C) 14.0%, Adenin (A) 31,7% dan 
Guanin 15,4%.  .  
 
Kata kunci : Plusia chalcites, Karakteristik Gen COI 
 
 
Characteristics of The COI Gene Segment (Cytochrome Oxidase Subunit I) of Plusia 




The research was exploration ofpartial COI gene of moth (Plusia chalcites).The aim of this 
research is to characterization of nucleotide sequence of these COI gene, that was exracted 
with Cetyl Trimetyl Ammonium Bromide (CTAB) method, and then amplified by Polymerase 
Chain Reaction (PCR) technique with spesifik primer. The result PCR amplified subsequent 
analysis of nitrogen base arrangement in these COI gene. The analysis data using the 
BioEdit and MEGA Version 5.0 software.The results showed that the  segment of COI gene 
in Plusia chalcites as long 710 bp (base pairs). From these, there are 503/657 nucleotides 
which are conserved, 154/657 nucleotides of varies, 124/657 parsimoni informative 
nucleotides and 30/657 singeleton nucleotides. The base N composition consist of 39.0% 
Timine, 14.0% Cytosin (C), 31.7% Adenine (A) and 15.4% Guanin. 
Key words: Plusia chalcites, COI Gene characteristics and composition. 
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PENDAHULUAN 
Latar Belakang 
Plusia chalcites merupakan salah satu 
jenis serangga (ngengat) yang dikenal 
merugikan bagi manusia karena larva 
serangga ini dapat merusak tanaman 
dengan cara mengerat, mengigit, dan 
menghisap setiap bagian tananam (Solihin, 
1994). Bagian tanaman yang sering 
diserang oleh larva Plusia chalcites adalah 
daun. Larva ini menyerang tanaman kedelai 
(Glycine max) selain itu, larva ini juga 
menyerang tanaman kentang di Jawa Barat 
(Elsas, et. al., 1969). 
Larva Plusia chalcites dikenal sebagai 
ulat jengkal yang menjadi hama beberapa 
tanaman budidaya (Dirjen Pangan, 1992). 
Pengenalan ini berdasarkan cara bergerak 
atau berpindah tempat ulat jengkal. Cara 
pengenalan lainnya adalah ciri morfologi 
dari ulat jengkal tersebut. Namun, ciri 
tersebut sering tersamarkan oleh pengaruh 
lingkungan. Keterbatasan ini dilengkapi 
dengan pengenalan secara molekuler, baik 
pada fase larva maupun dewasa. Metode 
atau tehnik molekuler yang dipergunakan 
adalah segmen DNA baik dari inti sel 
maupun di luar inti sel (Santosa, 1995). 
Tehnik molekuler untuk pengenalan 
atau identifikasi hewan termasuk serangga 
adalah menggunakan segmen DNA 
mitokondria. Beberapa segmen DNA 
mitokondria adalah penanda genetik yang 
sangat penting digunakan dalam 
mempelajari evolusi, kekerabatan, dan 
variasi genetik pada berbagai taksa hewan  
(Kocher, et. al., 1989). DNA 
mitokondria (mtDNA) berbentuk 
lingkaran heliks tertutup yang 
terdapat dalam matrik, urutan 
nukleotidanya telah diketahui secara 
lengkap dan dapat diakses melalui 
Gen Bank Accesion: M63933. mtDNA 
mempunyai 2 untai yaitu untai Heavy 
(H) yang kaya dengan guanin dan 
untai Light (L) yang kaya dengan 
sitosin.  
Gen COI (cytochrome oxidase 
subunit I) merupakan salah satu gen 
yang dapat digunakan sebagai 
penanda genetik, dalam studi 
molekuler untuk mempelajari 
karakteristik genetik  antar spesies 
maupun  antar individu (Folmer, et. 
al., 1994). Gen COI (cytochrome 
oxidase subunit I) adalah salah satu 
gen dalam DNA mitokondria (mtDNA) 
yang berperan penting dalam 
produksi energi, sehingga urutan 
basanya bersifat lestari. Penanda gen 
COI (cytochrome oxidase subunit I) 
telah digunakan untuk 
mengidentifikasi hasil pemuliaan 
hampir semua hewan baik 
intraspesies maupun interspesies 
(Hebert, et. al.,, 2003).  
Gen COI (cytochrome oxidase 
subunit I) memiliki banyak kelebihan 
untuk mempelajari karakteristik 
genetik karena sedikit sekali 
mengalami delesi dan insersi pada 
sekuennya. Selain itu susunan asam 
amino dari protein yang disandi gen 
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COI (cytochrome oxidase subunit I) jarang 
mengalami substitusi sehingga gen COI 
(cytochrome oxidase subunit I) bersifat 
stabil dan dapat digunakan sebagai 
penanda analisis filogeni, namun basa-
basa pada triple kodonnya masih berubah 
dan bersifat silent yaitu perubahan basa 
yang tidak merubah jenis asam amino 
(Lynch & Jarrell, 1993). Berdasarkan uraian 
latar belakang maka penelitian mengenai 
Karakteristik Segmen Gen COI 
(Cytochrome Oxidase Subunit I) DNA 
Mitokondria Plusia chalcites (Famili : 




Alat dan bahan 
Alat dan bahan yang digunakan dalam 
penelitian ini meliputi mikropipet, timbangan 
analitik, sentrifuge, mesin elektroresis, mesin 
PCR, waterbath, hot plate, gelas ukur, sampel 
Plusia chalcites, CTAB, isopropanol, Amonium 
asetat, TE, dan alkohol 70%, dan beberapa 
alat tambahan untuk jalannya penelitian ini. 
Prosedur Penelitian 
Koleksi sampel 
Sampel yang dipergunakan dalam 
penelitian ini telah dikoleksi oleh tim peneliti 
pada tahun 2015 yang berasal dari 
komunitas mangrove Pulau Kaledupa  
(Suriana, et. al., 2015).  
 
Isolasi dan Purifikasi DNA total 
Prosedur isolasi genom sampel 
mengikuti prosedur (Suriana & Nasaruddin, 
2017). Isolasi genom yaitu mengambil 
bagian tubuh sampel dan menimbang 
sebanyak 1 gram, kemudian 
mengerus lalu menambahkan dengan 
buffer lysis yang mengandung CTAB, 
PVP, Tris-HCL, EDTA dan ddH2O 
sebanyak 500 µL, kemudian 
memasukkan sampel ke dalam 
eppendorf 1,5 mL. Setelah itu, 
mengikubasi sampel pada suhu 55oC 
selama 2 jam dan membolak-balikkan 
tabung setiap 30 menit. Setelah 
proses inkubasi selesai, kemudian 
menambahkan kloroform sebanyak 
500 µL ke dalam sampel. 
Selanjutnya, melakukan proses 
sentrifugasi pada sampel dengan 
kecepatan 14.500 rpm selama 12 
menit lalu mentransfer supernatan ke 
eppendorf  baru. Setelah mengambil 
supernatan kemudian menambahkan 
0,08 volume 7,5 M amonium asetat 
(NH4Ac) dan 0,54 volume 
isopropanol kemudian membolak-
balikkan tabung dengan tujuan 
sampel menjadi homogen. 
Selanjutnya menginkubasi sampel  ke 
dalam freezer selama 40 menit. 
Setelah itu, melakukan proses 
sentrifugasi pada sampel dengan 
kecepatan 14.500 rpm selama 3 
menit dan membuang supernatan 
hingga hanya tersisa pelet. Kemudian 
menambahkan alkohol 70 % 
sebanyak 500 µL ke dalam pelet  dan 
melakukan kembali proses 
sentrifugasi dengan kecepatan 
14.500 rpm selama 3 menit. 
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Kemudian membuang alkohol 70% tersebut 
dan pelet dikering-anginkan lalu 
diresuspensi dengan TE sebanyak 35 µL 
dan menginkubasi pada suhu ruang 
(±37oC) untuk melarutkan pelet DNA. 
Elektroforesis Hasil Purifikasi DNA Total 
Proses elektroforesis hasil purifikasi 
DNA total yaitu diawali dengan membuat 
gel agarose. Pertama, menimbang agarose 
sebanyak 0,3 gram lalu memasukkan ke 
dalam gelas piala kemudian menambahkan 
dengan TBE 1X sebanyak 30 mL. Gel 
agarose dibuat dengan buffer TBE 1X 
untuk mendapatkan konsentrasi 1%, 
Loading buffer berupa TBE 1X. Kemudian 
memanaskan larutan agarose hingga 
mendidih. Sementara itu, menyiapkan 
cetakan gel agarose dan melekatkan 
selotip di tiap-tiap ujung cetakan agarose 
(pastikan bahwa selotip melekat kuat dan 
tidak ada lubang pada masing-masing 
ujung cetakan) dan memasang sisir 
elektorforesis di salah satu ujung cetakan 
gelagarose dengan posisi hampir 
menyentuh dasar cetakan. Setelah 
gelagarose mendidih, gel menambahkan 5 
µL Etbr (Ethidium Bromide) ke dalam gel 
lalu menghomegenkan. Setelah dingin, 
menuang gelagarose ke dalam cetakan dan 
membiarkan hingga gel memadat. 
Kemudian, membuka sisir dengan selotip 
pada masing-masing ujung cetakan. 
Memasukkan gelagarose ke dalam tangki 
elektroforesis yang telah diisi TBE 1X. 
Selanjutnya mengambil 5 µL sampel dan 
mencampur dengan 1 µL loading dye, 
kemudian memasukkan ke dalam 
sumur agarose. Elektroforesis 
dijalankan hingga 30 menit. Setelah 
selesai, gel divisualisasi dengan 
menggunakan photoforesis. Sampel 
hasil isolasi yang bagus selanjutnya 
akan di PCR. 
Amplifikasi Segmen Gen COI 
dengan Teknik PCR 
 
Segmen gen COI diamplifikasi 
dengan teknik PCR (Gambar 3). 
Proses amplifikasi dipergunakan 
primer khusus barcoding hewan 
(Hebert et al., 2003). Langkah 
pertama yang dilakukan adalah 
membuat campuran larutan set up 
yang terdiri atas master mix sebanyak 
25 µL,  masing-masing DNA primer 
sebanyak 0,5 µL,dan ddH2O µL, jadi 
setiap tube terdiri atas 1 µL DNA dan 
9 µL mix. Mesin PCR diset dengan 
Pre Denaturation selama 15 detik 
pada suhu 98oC, diikuti 35 siklus dari 
Denaturation selama 2 detik, pada  
suhu 98oC, Annealing selama 15 
detik pada suhu 50oC dan Extension 
1 menit, pada suhu 72oC serta diikuti 
dengan Post Extension selama 1 
menit, pada  suhu 72oC. Hasil 
amplifikasi divisualisasikan dengan 
menggunakan Prosedur elektroforesis 
serta alat dan bahan yang 
dipergunakan sama dengan prosedur 
elektroforesis hasil purifikasi DNA 
Total. Band yang baik akan 
diperbanyak hingga 50 µL dan dikrim 
ke perusahaan jasa sekuensing. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 
Hasil Isolasi DNA Genom ngengat Plusia 
chalcites 
 
Proses elektroforesis yang telah 
dilakukan diperoleh hasil isolasi DNA yang 
menunjukan pita DNA yang sangat tegas 
saat divisualisasi menggunakan 
photoforesis. Hasil isolasi DNA genom 
ngengat Plusia chalcites memiliki kualitas 
DNA yang sangat baik dan berhasil 
(gambar 1). Sehingga DNA hasil isolasi 














Gambar 1. Hasil Elektroforesis DNA Plusia 
chalcites, (1) Pita DNA 
 
Menurut Irmawati, (2003) bahwa pita 
DNA yang tebal dan tidak menggumpal 
(tidak menyebar) menunjukan konsentrasi 
yang tinggi dari DNA total yang diekstrak 
dalam kondisi utuh, sedangkan pita DNA 
yang terlihat menyebar menunjukan adanya 
ikatan antar molekul DNA yang terputus.  
Amplifikasi Gen COI dengan Tehnik PCR 
 
PCR (Polymerase Chain Reaction) 
atau reaksi polimerase berantai merupakan 
cara untuk mengamplifikasi atau melipat 
gandakan suatu fragmen DNA secara 
in vitro dengan menggunakan suatu 
primer tertentu. Amplifikasi gen COI 
dilakukan dengan menggunakan 




ACCAAAAAATCA -3’ (Hebert et al., 
2003). Proses amplifikasi yang 
dilakukan memperlihatkan pita 
segmen gen target dengan jelas dan 
tebal yang membentuk single band 
(pola pita tunggal).  
Proses yang dilakukan untuk 
mendapatkan hasil pada gambar 2 
ialah terlebih dahulu dilakukan proses 
PCR untuk menggandakan DNA 
Plusia chalcites setelah hasil 
penggandaan DNA dirasa sudah 
mencukupi kemudian dilakukan 
proses running dengan menggunakan 
elektroforesis untuk melihat hasilnya 
apakah pita segmen gen target 
berhasil didapatkan. Sebelum 
dilakukan proses running terlebih 
dahulu membuat perkiraan berapa 
jumlah bp pita segmen target yang 
akan diperoleh dengan cara 
memasukkan marker dengan kisaran 
300, 500, 700, dan 1000 bp dalam 
sumuran agarose pada sisi kiri 
sedangkan produk hasil PCR yang 
disimpan pada sumuran sebelah 
kanan agar setelah proses running 
dapat terlihat dengan jelas berapa 
jumlah total bp yang diperoleh.  
 
1 
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Gambar 2. Hasil elektroforesis produk PCR gen 
COI dengan menggunakan primer gen 
COI khusus barcoding hewan pada 
gel agarose 1% dengan5 µL etidium 
bromide (EtBr), Marker (M), (1) Produk 
PCR. 
 
   Proses amplifikasi dengan primer 
khusus COI maka didapatkan pita segmen 
target dengan jumlah total 700 bp hal ini 
diketahui karena setelah proses running 
dilakukan dan divisualisasikan dengan 
photoperesis terlihat bahwa produk pcr 
yang ditempatkan pada sumuran sebelah 
kanan berada tepat dengan posisi marker 
700 bp. Setelah diketahui tola bp pita 
segmen gen target hasil produk PCR 
selanjutnya dilanjutkan dengan proses 
sekuensing untuk menentukan urutan 
basa nukleotida dari gen target yang telah 
diperoleh yaitu gen COI.  
Karakterisasi 
Pensejajaran Sekuen COI Plusia 
chalcites dengan Spesies 
Pembadingnya 
 
Hasil pensejajaran menunjukkan 
bahwa gen  COI (Cytochrome Oxidase 
Subunit I) pada Plusia chalcites 
bersifat conserve pada level spesies 
tetapi masih menunjukkan keragaman 
dengan beberapa insecta lain. 
Segmen gen COI Plusia chalcites 
kemudian disejajarkan dengan 
sekuen gen COI pada beberapa 
insecta lainnya dari famili Noctuidae 
yang diakses dari Gen Bank yaitu 
Plusia festucae (kode akses 
KX045960), Plusia putnami (kode 
akses GU688241), Plusia 
magnimacula (kode akses 
GU096550), Plusia putnami (Kode 
akses KJ394019), Plusia nichollae  
(Kode akses KJ392747), Anthanassa 
ardys (Kode akses KP172551) dan 
Anthanassa drusilla (Kode akses 
KP172553).Berdasarkan hasil 
pensejajaran berganda diketahui 
terdapat 503/657 nukleotida yang 
bersifat conserve, 154/657 nukleotida 
yang bersifat variabel, 124/657 
nukleotida parsimoni informative dan 
30/657 nukleotida singleton. 
Berdasarkan hasil pensejajaran 
berganda maka terdapat pula 
beberapa situs perbedaan nukleotida 
pada hasil karakterisasi gen COI 
Plusia chalcites dengan sekuen gen 
COI kelompok insecta yang diakses 
pada Gen Bank sebagai pembanding. 
Situs perbedaan nukleotida pada 
Plusia chalcites dengan outgroupnya 
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Tabel 1. Situs perbedaan nukleotida Plusia 
chalcites dengan spesies insecta 
pembandingnya 
 
Tabel 3 menunjukkan situs perbedaan 
nukleotida pada Plusia chalcites dan 
nukleotida insecta pembandingnya. 
Berdasarkan data tersebut maka dapat 
diketahui bahwa terdapat sebanyak 30/657 
nukleotida pada Plusia chalcites yang 
bersifat singleton atau berbeda sendiri 
dengan sekuen nukleotida insecta  yang 
lain yang dijadikan sebagai pembandingnya 
yang diperoleh dari Gen Bank. Salah satu  
contohnya yaitu pada situs ke 54 nukleotida 
yang bersifat singleton untuk Plusia 
chalcites yaitu Timin sedangkan nucleotida 
insecta yang lain adalah Sitosin. Contoh 
lain yaitu pada situs ke 69, Plusia chalcites 
nukleotidanya yaitu Adenin, sementara 
nukleotida pada insecta lain adalah Sitosin, 
sehingga dari perbedaan nukleotida 
tersebut maka dapat dijadikan sebagai 
penciri tersendiri pada spesies Plusia 
chalcites dengan spesies pembandingnya. 
Perbedaan nukleotida tersebut pada Plusia 
chalcites tersebut adalah penanda genetik 
yang dapat digunakan sebagai marker atau 
DNA barcode untuk Plusia chalcites, 
namun tidak menyebabkan perubahan 
asam amino yang dikodenya seperti CUU, 
CUC, CUA dan CUG (tanda kuning) 
yang keempat kodon tersebut 
mengkode asam amino Leusin (L). 
Keempat kodon tersebut telah 
mengalami perubahan nukleotida ke 
tiga, namun tidak sampai 
menyebabkan perubahan asam 
amino yang dikodenya sehingga 
mutasi tersebut merupakan mutasi 
non sense atau tidak bermakna. Oleh 
karena itu, mutasi tersebut tidak akan 
mempengaruhi pembentukan protein 
yang digunakan untuk perkembangan 
dan pertahan organisme tersebut 
(Redana, 2011). 
Jarak Genetik Plusia chalcites 
dengan Spesies Pembandingnya 
 
Jarak genetik digunakan untuk 
melihat kedekatan hubungan genetik 
antar individu Plusia chalcites dan 
spesies lain (outgroup). Tujuan dari 
metode jarak genetik yaitu untuk 
merekonstruksi pohon filogenetik 
dengan benar dan juga mempunyai 
cabang yang menghasilkan data 
orisinil sedekat mungkin. Melalui 
penggunaan analisis perhitungan 
Pairwis Distance dapat ditunjukkan 
matriks perbedaan genetik antara 
Plusia chalcites dengan kelompok 
insecta yang lain yang datanya 
diambil dari Gen Bank. Tabel 2 
menunjukkan hasil analisis jarak 
genetik berdasarkan perbedaan 
sekuen COI berdasarkan analisis 
Distance Estimation dengan metode 
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atau model p-distance dan pengolahan 
Bootstrap 1000X. 
Tabel 2. Jarak Genetik Plusia chalcites dengan 
kelompok insecta yang lain 
menggunakan analisis perhitungan 
Distance Estimation berdasarkan model 



















































0.167 0.132 0.137 0.134 0.137 0.134 0.066 
- 
 
Hasil perhitungan berdasarkan daerah 
COI parsial menunjukkan nilai jarak genetik 
berkisar hingga 0,141-0,165.Jarak ini 
sangatlah kecil, karena jarak genetik tersebut 
tidak mencapai 1 yang berarti hubungan 
kekerabatan inividu tersebut sangatlah dekat. 
Fenomena tersebut dapat dikatakan sebagai 
kekerabatan insecta monofiletik yang berarti 
sekelompok taksa yang berasal dari nenek 
moyang yang sama. Berdasarkan hasil 
analisis jarak genetik tersebut maka akan 
dapat mempengaruhi rekonstruksi pohon 
filogenetik. Hal tersebut karena hubungan 
jarak genetik berkaitan dengan rekonstruksi 
pohon filogenetik. 
Rekonstruksi Pohon Filogeni 
Berdasarkan Segmen Gen COI 
 
Proses analisis hubungan kekerabatan 
Plusia chalcites dan sekuen pembanding 
yang diambil dari Gen Bank dengan spesies 
yang sama dengan spesies out groupnya 
menggunakan software MEGA 5.0. 
pembuatan rekonstruksi pohon 
filogenetik berdasarkan urutan sekuen 
segmen gen COI (Cytochrome Oxidase 
Subunit I) DNA mitokondria. 
Berdasarkan pohon filogeni akan 
terlihat jarak genetik yang akan 
mempengaruhi rekontruksi topologi 
pohon filogenetik yang digambarkan. 
Pohon filogenetik berdasarkan gen 
CO1 menggunakan model Neighbor-
Joining dan metode p-distance dengan 
pengolahan bootstrap 1000X. Hasil 
rekonstruksi pohon filogenetik dapat 
dilihat pada Gambar 3. 
 
 
Gambar 3. Pohon filogenetik Plusia chalcites 
dan beberapa kerabatnya dari 
Gen Bank berdasarkan urutan 
nukleotida gen COI, dikonstruksi 
menggunakan metode Neighbor-
Joining model P-distance dengan 
Boostrap 1000X. 
 
   Pembuatan pohon filogenetik 
dengan menggunakan metode 
Neighbor-Joining disebabkan karena 
pada metode tersebut memilih 
sekuen yang apabila digabungkan 
akan memberikan estimasi terbaik 
dari panjang cabang yang paling 
dekat merefleksikan jarak yang nyata 
diantara sekuen. Metode Neighbor-
Joining sangat cocok ketika panjang 
cabang dari pohon yang diketahui 
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topologinya berubah dengan cara 
menstimulasi tingkat yang bervariasi 
dari perubahan evolusi dan serta 
metode ini akan menggabungkan 
apabila spesies yang berbeda pada 
satu klide yang sama (Dharmayanti, 
2011). Berdasarkan filogeni tersebut 
diketahui bahwa output group dari 




Simpulan dalam penelitian ini 
adalah sebagai berikut: 
1. Hasil karakteristik segmen Gen COI 
(Cytochrome Oxidase SubUnit I) 
sepanjang 710 bp pada Plusia 
chalcites yaitu diketahui 503/657 
nukleotida yang bersifat conserve, 
154/657 nukleotida yang bersifat 
variabel, 76/657 nukleotida parsimoni 
informative dan 30/657 nukleotida 
singleton. Komposisi basa nitrogen 
Plusia chalcites yaitu Timin (T) 
39,0%, Cytosine (C) 14.0%, Adenin 
(A)  31,7% dan Guanin 15,4%.  
2. Hasil rekonstruksi pohon filogenetik 
Plusia chalcites dengan insecta 
pembandingnya diketahui bahwa 
Plusia chalcites memiliki laju 
kekerabatan paling dekat dengan 
Plusia festucae dan diketahui bahwa 






Saran pada penelitian ini yaitu perlu 
dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai 
karakteristik segmen gen COI 
(Cytochrome Oxidase Subunit I) pada 
Ngengat Tolewa (Plusia chalcites) spesies 
ini memiliki karakteristik yang unik dan 
berbeda dari serangga yang lain.  
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